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ACE: angiotensin converting enzyme  
Akt: serine/threonine-specific protein kinase, protein kinase B 
ALB: albumin  
ALP: alkaline phosphatase 
ALT: alanine aminotransferase 
AMPA: α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxasole propionate 
AMY: amylase 
AUC: area under the  
BBB: blood-brain barrier 
BUN: blood urea nitrogen 
CBF: cerebral blood flow 
CMC: carboxymethyl cellulose 
CPG: central pattern generator 
Cr: creatinine 
DHE: dihydroethidium 
DPPH: 1, 1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl 
eNOS: endothelial nitric oxide synthase 
FA: ferulic acid; 4-hydroxy-3-methoxycinnamic acid 





H2O2: hydrogen peroxide 
i.p.: intraperitoneal 
MCAO: middle cerebral artery occlusion 
MTT: 3(4, 5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 
NMDA: N-methyl-D-aspartate 
・OH: hydroxy radical 
・O2-: superoxide 
PC12: pheochromocytoma-12 
PSA: topological polar surface area 
p.o.: per os 
QOL: quality of life 
Re: reperfusion 
ROS: reactive oxygen species 
SD: Sprague Dawley 
SP: substance P 
TBIL: total bilirubin 
TH: tyrosine hydroxylase 
TP: total protein 
t-PA: tissue plasminogen activator 
TTC: 2, 3, 5-Triphenyltetrazolium chloride 
vWF: von Willbrand factor 
WHO: world health organization 
































































































































































として分子デザインした FADについて、in vitro における抗酸化活性および ACE
阻害活性を指標に候補化合物を探索した。さらに選定した候補化合物について
培養細胞を用いて毒性および細胞保護効果を評価した。また候補化合物の生体
































候補化合物の FAD001～FAD013の構造式を Fig. 3に示した。FAD001～FAD005は、
電子供与基であるメトキシ基をベンゼン環の様々な位置に挿入し、電子密度を
上げることで抗酸化活性を強め、FAD007～FAD011 は、メトキシ基をハロゲンに






性ビタミン E 誘導体である Trolox（Fig. 2C）の IC50値は、それぞれ 74.9 µM、
71.4 µM であり、FA はこれらとほぼ同等の値（76.6 µM）を示した。一方、過酸
化脂質産生抑制能については、アスコルビン酸の IC50値は1850 µMであり、Trolox






一方、ACE阻害活性については、カプトプリル（Fig. 2D）の IC50値が 0.1 µM以
下であったのに対し、FAD には同等の活性を示すものはなく、最も強かった

























































































































































































































Table 2 Structural profiles of theoretical blood-brain barrier 
































































第 2節 培養細胞を用いた FAD012の毒性および細胞保護効果の評価 
 
前節において選定した FAD012 について、ラット副腎髄質褐色細胞腫由来の
PC12細胞を用いて細胞毒性を評価した。細胞を 2日間培養し、FAD012 または FA
（0.001～3000 µM）を添加した。24 時間培養後、細胞中の ATP 量を指標に細胞






胞において擬似的に再現した。PC12細胞に FAD012または FA（0.001～1000 µM）
を添加し、1時間後に H2O2を添加し、さらに 4時間後に MTT assay にて細胞生存
率を評価した。H2O2 処置により、細胞生存率は 60%以下に低下したのに対し、

















Fig. 4 Cytotoxicity of FAD012 on PC12 cells. PC12 cells were plated and 
grown for 2 days in culture medium. For assessment of cytotoxicity, cells 
were treated with FAD012 or FA for 24 h. The viabilities of cells were 




































Fig. 5 Protective effects of FAD against oxidative stress on PC12 cells. 
PC12 cells were plated and grown for 2 days in culture medium. For assessment 
of cytoprotective activity, cells were treated with FAD012 or FA 1 h prior 
to induction of oxidative stress by H2O2 (70 µM, 4 h). The viabilities of 



























第 3節 FAD012の in vivoにおける毒性評価 
 
培養細胞において、FAD012の低毒性および有効性が確認できたため、さらに、
FAD012 の予防投与を想定し、ラットを用いて FAD012 の長期経口投与による in 
vivo 毒性試験を行った。11 週齢の雄性 Sprague Dawley（SD）ラットに FAD012







































total bilirubin (TBIL)  



































Relative Body Weights (%) 156±4.6 144±0.6 
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第 4節 本章の小括 
 








4. FAD012 は、H2O2 による酸化ストレス障害に対して、FA よりも強い細胞保護
効果を示した。 



















常な脳では、大脳皮質における脳血流量（CBF）は約 70 mL/100 g/min であるが、
脳が虚血状態に陥り、6 mL/100 g/min 以下まで低下すると、細胞にネクローシ


























第 1節 虚血-再灌流時における脳血流量の評価 
 
 実験デザインを Fig. 6に示した。11週齢雄性 SDラットに FAD012（10または
30 mg/kg）を 1 週間経口投与した後、MCAO/Re 処置を施した。比較対照として、
FA（10 または 30 mg/kg）または溶媒である 0.5% CMC を投与し、同様の処置を
行った。まず、MCAO/Re 処置によって大脳皮質表層における CBFを、レーザード
ップラー式血流計を用いて経時的に測定した。その結果、CMCを投与した Vehicle
群では、CBFは MCAO処置によって 57.5%まで低下し、2時間の MCAO処置中に 49.4%
まで徐々に低下した。その後の Re 処置により、CBF の完全な回復がみられた。
FA（30 mg/kg）群の CBF は、MCAO 処置直後において 58.3%、処置 2 時間後では
48.4%と、Vehicle群と同様の推移を示した。一方、FAD012（30 mg/kg）群では、
MCAO処置直後の CBF は 64.3%であり、Vehicle 群と比較して CBFの減少が抑制さ










Fig. 6  Experimental protocol of in vivo study to evaluate 
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➢ Neurological deficits (Score)
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③ FAD FAD012 (10 or 30 mg/kg, p.o.)
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Fig. 7 Effects of oral administration of FAD012 on temporal change in 
cerebral blood flow (CBF) in MCAO/Re rats. CBF was measured in cerebral 
cortex supplied by the middle cerebral artery using a laser Doppler 
flowmetry. Values of CBF represented by means of pre-MCAO (A). The area 
under the curve (AUC) for CBF was determined in each group (B). The data 
are represented as means ± S.E.M.; n=4-5 in each group. ** P <0.01 vs Sham, 
† P <0.05 vs Vehicle. 
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第 2節 FAD012の脳保護効果の検討 
 









































Fig. 8 Effects of FAD012 on neurological deficits induced by MCAO/Re in 
rats. Neurological deficits were evaluated using an 18-point scale at 24 
h of reperfusion after MCAO. The data are represented as means ± S.E.M.; 

























































Fig. 9  Infarction inhibitory effects of FAD012 in MCAO/Re rats. 
Representative photographs of TTC staining of coronal brain sections of 
each groups at 24 h of reperfusion (A). Infarct volume in ischemic 
hemispheres (B). The data are represented as means ± S.E.M.; n=4-5 in each 















































第 3節 2次元レーザー血流画像装置を用いた FAD012の脳血流維持作用の解析 
 
 FAD012 の CBF 維持作用について、2 次元レーザー血流画像装置を用いて詳細
に検証した。ラットの頭蓋骨に骨窓を作製し、大脳皮質表層を露出させ、MCAO
処置前後の CBF の変化を画像化した。MCAO 処置前の CBF 画像において、MCA 灌
流域の主幹動脈は血流量が多いため赤色に、周辺の細動脈は血流量が少なく、
黄色から緑色の色調となった（Fig. 10A）。MCAO処置前の画像については、Vehicle




CBF を数値化したところ、虚血前の CBF の絶対値は、Vehicle 群および FAD012
群の両群に差はみられなかった（Fig. 10C）。また、MCAO処置後の CBF値を、虚
血前を 100%とした割合でグラフ化したところ、Vehicle群の梗塞領域では、MCAO
処置により CBF が約 60%まで低下したのに対し、FAD012 群では 70-80%に維持さ






Fig. 10 Effects of oral administration of FAD012 on temporal change in CBF 
after MCAO. CBF was measured in the cerebral cortex supplied by MCA using 
a laser Doppler flowmetry. Representative images of CBF at the indicated 
time points pre and post MCAO in Vehicle and FAD012-treated groups (B). 
Absolute values of CBF before MCAO in Vehicle and FAD012-treated groups 
(C). Temporal changes of CBF in Vehicle and FAD012-treated rats after MCAO. 
Values of CBF were represented relative to pre-MCAO corresponding to each 
groups (D). The data are represented as means ± S.E.M.; n=4-5 in each group. 
** P <0.01 vs Vehicle-ipsilateral. 






















































第 4節 FAD012の脳血流量維持作用メカニズムの解析 
 
前節までの結果を踏まえ、虚血時における FAD012の CBF維持作用メカニズム






である cGMP上昇を介して cGMP依存性キナーゼを活性化し、平滑筋細胞内の Ca2+
濃度を減少させることで血管拡張作用を示す。しかし COの血管拡張作用は、NO
のわずか 1%の強さしかなく、比較的弱いことが報告されている［43］。NO は、





害薬である N G-nitro-L-arginine methyl ester（L-NAME）およびグアニル酸シ








検証することとした。FAD012による CBF維持が確認された MCAO処置 120分後の
大脳皮質切片を作製し、eNOSと血管内皮マーカーである von Willebrand factor
（vWF）の各抗体を用いた二重染色を行った。結果を Fig. 11 に示す。Vehicle
群では、梗塞領域において、血管内皮に局在する eNOSの発現が顕著に低下した

























Supplemental fig. 1 Dilative mechanism of FAD012 in mouse aorta. 
Representative recordings of FAD012-induced vasodilations on 
phenylephrine (1×10-6 M)-contractions in mouse aortic segment pretreated 
with ODQ or L-NAME (A). Values of vasodilation caused by FAD012 were 
represented relative to those of phenylephrine-contractions (B). The data 




















































Fig. 11 Double immunostaining of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) 
(green) and von Willbrand factor (vWF) (red) in the cortex 2 hr after MCAO 
(A). scale bar = 100 µm; Fluorescence intensity of eNOS was quantified using 
imaging software focused in the relevant areas (B). The data are represented 


































2. FAD012は、MCAO による CBFの減少を抑制した。この効果は、同用量の FAに
は認められなかった。 
3. FAD012は、MCAO/Re による神経症状を FAよりも強く抑制した。 
4. FAD012は、脳梗塞巣の形成を FAよりも強く抑制した。 
5. 2次元レーザー血流画像装置による検証の結果、FAD012は、正常時の CBFに







































障害に対する FAD012 の効果についての薬理学的検討を行った。 
 
 
第 1節 FAD012の慢性脳低灌流ラットの脳血流量低下に対する効果の評価 
 
実験デザインを Fig. 13 に示した。FAD012（3 または 10 mg/kg）、FA（3 また
は 10 mg/kg）、対照として 0.5% CMC を 2VO 処置の一週間前から連日経口投与し
た。麻酔下、ラットに 2VO 処置を行い、処置後 2 週間の生存率を評価した。そ
の結果、Vehicle群のラットは、2VO処置後 24時間以内に約 30%が虚血によって
死亡し、2週間後の生存率は、約 65%であった。FA（10, 30 mg/kg）を投与した
ラットも同様の死亡率であった。一方、FAD012 群のラットは、2VO 処置 24時間
後では90%以上が生存しており、2週間後も約85%と、高い生存率がみられた（Fig. 
14）。 
続いて、2VO処置前後の CBFを評価した。ラット頭蓋骨の bregma から前方 1、
3 mmおよび後方 3、5 mm、それぞれ左右 1.5 mmの計 8か所の大脳皮質表層にお
ける CBFを、レーザードップラー式血流計を用いて、2VO処置前から 2週間後ま
で継続して測定した。Fig. 15Aのグラフは、虚血前の CBFを 100%とした両半球
の CBF の平均を示すが、Vehicle 群の CBF は、測定したすべての部位において、
2VO処置直後に約50%まで減少した。FA群においても同様の結果となった。一方、




までの総 CBF値を算出したところ、Vehicle 群では、すべての部位で総 CBF値が
約 70%まで減少したのに対して、FAD012 群では、総 CBF 値の減少が有意に抑制
された（Fig. 15B）。第 2章において、FAD012 は虚血後急性期の CBFの低下を抑
制することを実証したが、本節の結果から、FAD012 の継続投与は 2VO による全




































Fig. 13  Experimental protocol of in vivo study to evaluate 
cerebroprotective effects of FAD012 using 2VO rats. 
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Fig. 14 Survival rates of each group at 14 days of ligation of bilateral 
common carotid arteries (2VO).  
  




































































































































































Fig. 15 Effects of chronic treatment with FAD012 on temporal change in 
CBF in 2VO rats. Surficial blood flow at four rostrocaudal levels in the 
cortex (+3.0, +1.0, −3.0, and −5.0 mm rostrocaudal and 3.0 mm lateral from 
bregma) was sequentially measured before (Pre) and immediately, 7 and 14 
days after (Post) 2VO using flowmetry (A); Values of CBF are represented 
by means of both hemispheres’measurements. The area under the curve (AUC) 
for CBF was determined in each group (B). The data are represented ± S.E.M.; 
n = 6–9 in each group. *, ** P < 0.05, 0.01 compared with the sham-operated 































































































































Fig.16 Effects of chronic treatment with FAD012 on swallowing reflex in 
2VO rats. Typical mylohyoid Electromyogram activity with swallowing reflex 
elicited by distilled water or citric acid (1-10 mM) in each group at 14 
days post-2VO (A); Effects of FAD012 on the mean number of swallowing events 
(B) and latency for the first swallowing response (C) in each group. The 
data are represented as means ± S.E.M.; n=5-11 in each group. *, ** P <0.05，





第 3節 虚血による酸化ストレス障害に対する FAD012の効果の検討 
 
 次に、FAD012 による脳組織の酸化ストレス障害抑制効果について検討した。
2VO 処置 24 時間後の大脳皮質における酸化ストレス障害を、活性酸素の一種で
ある O2・-産生量を指標に、dihydroethidium（DHE）染色によって組織学的に評価
した。その結果、Vehicle 群では、2VO 処置によって、組織中の O2・-産生の増大
がみられたのに対して、FAD012群では O2・-産生が確認されなかった（Fig. 17A）。


















Fig.17 Effects of FAD012 on cerebral cortical oxidative stress after 2VO. 
Representative results of dihydroethidium (DHE) staining for superoxide 
production at 24 h post-2VO in the cerebral cortex from rats in each group 
(A), scale bar = 50 µm; Fluorescence intensity of oxidized DHE was 
quantified using imaging software focused in the relevant areas (B). The 
values of fluorescence intensity of each group are represented as means 

































Fig. 18 Effects of FAD012 on cerebral cortical cell death after 2VO. 
Representative results of Nissl staining for neuronal cell loss at 24 h 
post-2VO in the cerebral cortex from rats in each group (A), scale bar = 
60 µm; the values of cell death of each group are represented as means ± 
S.E.M.; n=5-8 in each group (B). ** P <0.01 vs. sham, †† P <0.01 vs. Vehicle, 




























































Fig. 19 Effects of chronic treatment with FAD012 on apoptotic cell death 
in the striatum after 2VO. Representative microphotographs of cleaved 
caspase-3 immunostaining at 14 days post-2VO in the striatum from rats in 
each group (A), scale bar = 100 µm; Quantification of the number of cleaved 
caspase-3 positive cells was achieved by cell counting in the relevant areas 
of the rat brains in each group (B). The data are represented as means ± 
S.E.M. from 3–5 rats in each group. ** P < 0.01 compared with the sham group. 






群では、Sham 群と比較し、TH 発現の低下が認められた。一方、FAD012 群では、
FA




































Sham 群の TH 発現量を 100%とした割合でグラフ化した結果、FAD012 群では、















Fig. 20 Effects of chronic treatment with FAD012 on expression of tyrosine 
hydroxylase (TH) in the striatum of 2VO rats. Representative 
microphotographs of TH immunostaining at 14 days post-2VO in the striatum 
from rats in each group (A). Scale bar: 50 µm. Quantification of the 
immunofluorescence was achieved in the relevant areas for rats from each 
group (B). The data are represented as means ± S.E.M. from 3–5 rats in 
each group. * P < 0.05 compared with the sham group. † P < 0.05 compared 
with the 2VO group. 
FAFAD012




























続いて、線条体における SP 発現量を免疫染色によって評価した（Fig. 21）。
その結果、Vehicle 群では、Sham 群と比較し、SP 発現の低下が認められたのに
対して、FAD012 群では SP 発現が維持され、この効果は FA 群よりも顕著であっ
た。 
Fig. 21 Effects of chronic pretreatment with FAD012 on expression of 
substance P (SP) in the striatum after 2VO. Representative microphotographs 
of SP immunostaining at 14 days post-2VO in the striatum of rats from each 
group (A), scale bar = 500 µm; Quantification of the immunofluorescence 
































Fig. 22 に、咽喉頭における SP の免疫染色の結果を示した。染色画像は赤枠
で示したラットの咽喉頭領域の染色結果の典型例である。Vehicle 群では、Sham
群と比較し、背側部位における SP発現が顕著に低下したが、一方、FAD012群で
は SP 発現の低下が抑制された。FA 群では、Vehicle 群と同程度の SP 発現低下
がみられた（Fig. 22A）。SPの蛍光強度を数値化した結果、FAD012群では、Vehicle

















Fig. 22 Effects of chronic pretreatment with FAD012 on expression of SP 
in the laryngopharyngeal region after 2VO. Representative microphotographs 
of SP immunostaining at 14 days post-2VO in the laryngopharyngeal region 
(corresponding to the area surrounded by the red frame in the upper 
illustration) from rats in each group (A), arrowheads point out the dorsal 
mucous membranes, scale bar = 100 µm; Quantification of immunofluorescence 
was achieved for the relevant regions from rats in each group (B). The data 
are represented as means ± S.E.M. from 3–5 rats in each group. ** p < 0.01 














































2. FAD012は、2VO によるラットの死亡率を低下させた。 
3. FAD012は、2VO による CBFの減少を、その投与期間中において継続的に抑制
した。 
4. FAD012は、2VO による大脳皮質の O2・-産生および神経細胞死を抑制した。 
5. FAD012は、2VO による嚥下反射潜時の延長および嚥下回数の減少を抑制した。 
6. FAD012 は、2VO による線条体のアポトーシス様細胞死を抑制し、TH および
SP発現量の減少を抑制した。 










第 4章 考察 
 
本研究の第 1章では、FAをシード化合物として、合成した 13種類の FADにつ
いて、抗酸化活性および ACE阻害活性を指標にスクリーニングした。その結果、
ACE 阻害活性が強いものはなかったものの、DPPH ラジカル消去能および過酸化










PSA から BBB 通過のしやすさを理論的に算出した結果、FAD012 は他の FAD と比
較し、最も適した値を示した。 












FAD012 の PC12 細胞に対する毒性は、FA と同等に低く、またラットに高用
量（50 mg/kg）を 10 週間の長期にわたって経口投与した場合においても、臓
器毒性はみられなかった。FA の急性毒性については、これまでにラットを用







第 2 章では、一過性脳虚血モデルとして汎用されている MCAO/Re ラットを
用いて、CBF や神経症状、脳梗塞巣形成に対する FAD012 の効果を検討した。
その結果、FAD012 の予防投与は、MCAO による CBF の減少を抑制し、Re 処置
24 時間後における神経症状を軽減し、脳梗塞巣形成を抑制することが明らか
になった。そこで、FAD012 の虚血時における CBF 維持作用を、2 次元レーザ
ー血流画像装置を用いて、詳細に検証した。まず、MCAO 処置前の CBF を評価
したところ、FAD012 を投与したラットの CBF は、Vehicle のみを投与したラ
ットと同等の値を示した。一方、MCAO 処置後の CBF を評価した結果、FAD012
は、MCAO 時の大脳皮質における MCA 主幹動脈およびその周辺の細動脈灌流域
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の CBF を広範囲に維持することが明らかとなった。FAD012 を投与したラットで
は、とくに大脳皮質における脳梗塞巣の形成が顕著に抑制されたことから、
FAD012 は、脳虚血によるペナンブラ領域である大脳皮質の CBF を維持すること
で、脳梗塞巣の形成を抑え、神経症状を軽減したと考えられる（Fig. 23）。  




ら、FAD012 は、正常時の CBF には影響せず、虚血時において CBF 維持にはたら
くことから、FAD012 の CBF 維持作用には、虚血前の慢性的な作用による脳血管
新生や側副血行路の発達等は関与しておらず、虚血時特異的な血管拡張作用が
寄与していると考えられる。第 3 章にて検討した、FAD012 による 2VO 処置後の
CBF維持作用についても同様のことが言える。FAD012は、2VOラットにおいても
CBF 維持作用を示したが、2VO 処置直前の CBF には FAD012 投与の影響がみられ
なかったことから、2VO処置直後の CBF低下の抑制は、低酸素状態に応答した血












び NOS 活性の低下が生じることが報告されている［61］。また、Rho キナーゼ阻






も注目されている。これまで CO の血管拡張作用は、生理的に NO のわずか 1%ほ
どであり、脳血管拡張作用も弱いとされていた［43］。しかし、Morikawa ら（2011）
の報告［63］によれば、神経細胞や血管内皮細胞に存在する CO は、H2S 合成酵



























処置 2週間後までのラットの生存率を上昇させた。FAD012は、2VO 処置後の ROS










できなかったが、著者らは、FA を 30 mg/kg の用量で予防投与した場合には、
2VOラットの脳障害の抑制効果がみられ、嚥下反射障害が軽減されることを報告
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long-term maintenance of 


















本研究では、FA をシード化合物として合成した FAD を抗酸化活性および ACE
阻害活性を指標にスクリーニングした。FAD012 を選定し、培養細胞を用いた in 
vitro実験系による毒性および細胞保護効果を検討した。また、in vivo ラット
の長期経口投与による毒性試験を行った。脳梗塞急性期モデルとして汎用され
















3. 慢性期における FAD012の継続投与は、虚血時からの長期的な CBF維持を介
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に抗酸化活性を評価した。0.2 mg/mL DPPH 溶液に FAD候補化合物またはアスコ
ルビン酸（和光純薬工業、大阪）、Trolox（和光純薬工業、大阪）、FA（Sigma-Aldrich, 
st., Louis, MO, USA）を混合し、25℃の温浴で 30分間反応させた後、525 nm





ール酸（5 mg/mL）（和光純薬工業、大阪）と FADを混合し 80℃、60分間反応さ
せた。ブチルヒドロキシトルエン（20 mM）（和光純薬工業、大阪）により自動
酸化を停止し、8%ラウリル硫酸ナトリウム（和光純薬工業、大阪）、水、0.67% チ









阪）を用いた。細胞は、poly-D-lysineでコートした 100 mm dish に播種し、10% 
非働化馬血清（HS, Biological Industries Ltd.,Cromwell, CT, USA）、5% 非
働化牛胎児血清アルブミン（FBS, Biological Industries Ltd.,Cromwell, CT, 
USA）、24 mM NaHCO3（和光純薬工業、大阪）、Antibiotic-Antimycotic 100 unit/mL 








用して、培養した PC12 細胞に、FAD（0.001 µM～3000 µM）を添加し、2日間培
養した後、ATP試薬（CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay; Promega, 




培養した PC12細胞に、FAD（0.001 µM～3000 µM）を添加した。1時間後、擬






を添加し、10分間、マイクロミキサーで溶解させ、540 nmと 630 nm の吸光度





23±0.5℃、湿度 55±10%、照度サイクル 12 時間（明期：7:00～19:00）の環境
下、固形飼料 CE-2（日本クレア、東京）および水を自由に摂取させ飼育した。1







 11 週齢雄性 SD ラットに FAD012（50 mg/kg）を 10 週間、連日経口投与した。
採血した後、血清を採取し、動物用臨床化学分析装置ベトスキャン（マルチロ








第 2章 一過性脳虚血ラットを用いた FAD の脳保護効果に関する検討 
 
実験動物 
 実験動物の飼育は、第 1章と同様に行った。雄性 SDラット（11 週齢）を擬似
手術（Sham）群、0.5% CMC 投与：Vehicle 群、10 mg/kg FAD012投与：FAD012
（10）群、30 mg/kg FAD012 投与：FAD012（30）群 10 mg/kg FA 投与：FA（10）

















クメディカル、東京）により、大脳皮質表層における CBF を測定した。CBF は、





OZ-2（オメガウェーブ、東京）を用いて、MCAO処置前から処置後 120 分間、bregma 
0 mmから後方 4.5 mm の範囲における CBF を測定した。 
 
神経症状スコアの測定 











マトリックス（World Precision Instruments, Inc., Sarasota, FL, USA）を
用いて、2 mm厚の脳切片を作製した。梗塞体積を評価するため、2% 2, 3, 5- ト
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の白色部分を梗塞領域として画像解析ソフト（Image J; National Institutes of 
Health, Bethesda, MD, USA）を用いて各切片の吻側および尾側の両面の梗塞面
積を計測し、体積を算出した。各切片の体積を合計し、脳梗塞体積を評価した。 
 
大脳皮質における eNOS の免疫染色 
血管拡張に関与する eNOSの発現量を評価するため、MCAO処置 120 分後にラッ
トを屠殺し、大脳皮質を採取し凍結した。クリオスタット（CM3050S, Leica, 
Bensheim, Germany）を用いて厚さ 10 µm の冠状切片を作製した。メタノール（和
光純薬工業、大阪）で 1分間固定し、ブロッキング剤（ブロックエース、DSフ
ァーマバイオメディカル、大阪）で 2時間処置し、1次抗体 NOS3 antibody（1：
100; Santa cruz biotechnology, Santa Cruz, CA, USA）と vWF antibody（1：
200; abcam, Burlingame, CA, USA）を 4℃でオーバーナイトし、2次抗体 Cy3
で標識された secondary antibody（1：100; Chemicon International, Billerica, 
MA, USA）と FITCで標識された secondary antibody（Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA）をそれぞれ室温で 2時間、反応させて二重染色した。80% グリセリンで封
入した後、システム生物顕微鏡（BX53; オリンパス、東京）で観察した。eNOS
















 実験動物の飼育は、第 1章と同様に行った。雄性 SDラット（11 週齢）を擬似
手術（Sham）群、Vehicle 群、3 mg/kg FAD012 投与：FAD012（3）群、10 mg/kg 
FAD012投与：FAD012（10）群および 10 mg/kg FA 投与：FA（10）群の計 5群に
分けた。FAD012および FAは、0.5% CMCで溶解し、ラットに 2VO 処置の１週間








麻酔下、ラット頭蓋骨を露出させ、bregma から前方に 3、1 mm、後方に 3、5 mm、





















 2VO処置 24時間後の大脳皮質における・O2-の産生を DHE染色によって評価し







を用いて厚さ 30 µm の冠状切片を作製し、正常ヤギ血清（S-1000, Vector 
Laboratories, Youngstown, OH, USA）で 1時間、室温でブロッキングした。1
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次抗体として、anti-cleaved caspase-3 rabbit monoclonal antibody（1：100；
#9664, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA）、anti-TH antibody（1：
1000; AB152, Merck Millipore, Darmstadt, Germany）または anti-SP antibody 
(1:6000; 20064, ImmunoStar, Wisconsin, USA) を用いて、それぞれ一晩イン
キュベートした。0.3％PBSTで洗浄した後、Cy3で標識された goat anti-rabbit 
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